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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine zellulire Vakzine gegen 
Tumorerkrankungen und ihre Verwendung. Anwen- 
dungsgebiete sind die Medizin und die Gentechnik 

Zellulare Vakzinen gegen Tumorerkrankungen sind 
seit iangerem bekannt Die kiassische und vielfach kli- 
nisch eingesetzte zellulare Vakzine besteht aus einem 
Gemisch von besirahlten Tumorzellen und Adjuvantien 
wie beispielsweise Lysate von Bacillus Calmette-Guerin 
(BCG) oder Corynebacterium Parvum, Nach zwei Jahr- 
zehnten kiinischer Erprobung laBt sich zusammenfas- 
sen, daQ diese Vakzine keine ausreichende Wirkung 
zeigt (siehe Obersichtsartikel: Oettgen, H. und Old, L, 
The History of Cancer Immunotherapy, in: Biological 
Therapy of Cancer, Eds. V. deVita, S. Hellman and S. 
Rosenberg, ].B. Lippincott Company 1 99 1 , S. 87 — 11 9). 

In jungerer Zeit wurden Versuche unternommen, Tu- 
morzellen genetisch zu modifizieren, mit dem Ziei, eine 
Immunantwort gegen den Tumor auszulosen. Verwen- 
det werden dazu vor allem Gene fiir Zytokine oder 
kostimulierende Molekule allein oder in Kombination. 
Der Nachteil dieser Vakzine besteht darin, daB zu ihrer 
Herstellung Tumorzellen verwendet werden miissen. 
Diese stellen ein Potential fiir eine mogliche Metasta- 
senbildung dar, und somit stellt diese Vakzine bei ihrer 
Anwendung ein Risiko fiir den Patienten dar. AuBerdem 
ist nicht klar definiert, gegen welche immunogenen 
Strukturen auf den Tumorzellen eine Immunantwort 
ausgelost wird. Erfolgt z. B. eine Reaktion gegen Auto- 
antigene (immunogene Strukturen, die nicht nur auf Tu- 
morzellen, sondern auch auf gesunden Zellen vorhan- 
den sind), ist es moglich, daB Autoimmunreaktionen 
durch diese Art von Vakzine ausgelost werden. 

Deshalb wurde in letzter Zeit darauf fokussiert, tu- 
morspezifische Antigene zu finden. Ein solches Antigen 
isidas N^uzinmolekul. 

Das Glykoprotein Muzin» kodiert durch das Gen 
MUCl, ist sowohl auf der Oberflache von Pankreas-, 
Mamma-, Kolon% Parotis- und Ovarialkarzinomen als 
auch auf den entsprechenden gesunden Zellen expri- 
miert. Die Besonderheit von MUCl liegt darin, daB es 20 
bis 100 'Tandem repeats" enthalt. Ein 'Tandem repeat" 
besteht aus 60 Nukleotiden, die ein Polypeptid von 20 
Aminosauren kodieren (s. Abb. 1). 

Infolge einer unvollstandigen Muzin-GIykosylierung 
im Fall der malignen Entartung liegen auf Tumorzellen 
jedoch Muzin-Peptid-Epitope frei, die vom Immunsy- 
stem, insbesondere von T-Zellen, als fremd erkannt wer- 
den konnen (diese Peptid-Epitope sind auf gesunden 
Zellen von Kohlenhydraten ''verdeckt" und losen des- 
halb bei normalen Zellen keine Immunreaktion aus). 
Diese Muzin-Epitope sind fiir eine Stimulierung des Im- 
munsystems geeignet 

Es hat bereits Versuche gegeben, Muzin-Epitope mit- ^ 
tels Gentransfer in humanen Zellen fiir in vitro Studien 
zur Expression zu hringen. Der Vektor pDKOF/MUCl, 
der dazu verwend-i: wurde (Jerome fClC D. Bu, and OJ. 
Finn. 1992. Expression of tumor-associated epitopes on 
Epstein-Barr Virus-immortalized B-cells and Burkitts eo 
lymphomas transfected with epithelial mucin comple- 
mentary DMA. Cane. Res, 52: 5985 — 5990) fuhrt jedoch 
in humanen Zellen nicht zu einer effizienten und stabilen 
Muzin-Epitop-Expression und ist somit fiir die Verwen- 
dung in einer Vakzine nicht geeignet 65 

Die Erfindung hat das Ziel, die Nachteile der bekann- 
ten zellularen Vakzinen zu beseitigen. Es soil gentech- 
nisch eine Vakzine entwickelt werden, die das Immunsy- 
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Stem gegen bereits in Korper vorhandene Tumorzellen 
spezifisch stimuliert und zur Verkieinerung bzw. Besei- 
tigung des Tumors fuhren soli. 

Dieses Ziel wird durch eine Vakzine gemaB Anspruch 
5 1 realisiert, die Unteranspriiche sind Vorzugsvarianten, 
Die Vakzine besteht aus bestrahlten hum.anen autoio- 
gen, EBV-immortalisierten B-Zellen, die mit Abschnit- 
ten des MUCl-Gens per Elektroporation (unter Ver- 
wendung des Plasmides pRep/MUCl) transfiziert wer- 
10 den und mit dem Glykosylierungsinhibitor Phenyl N-A- 
cetyl-a-D-Galactosaminide (Phenyl-GalNac) behandelt 
werden. 

EBV-immortalisierte B-Zellen stellen. anders als Tu- 
morzellen, fiir den Patienten kein Risiko dar, weil ca. 
15 90% aller Patienten eine starke Immunreaktion gegen 
EBV aufweisen und nur solche Patienten nach entspre- 
chender Vorpriifung einer Therapie zugefuhrt werden. 

Die WLrksamkeit der Vakzine beruht auf folgendem 
Prinzip: Infolge der unvollstandigen Glykosylierung des 
20 Glykoproteins Muzin im Fall der malignen Entartung 
liegen auf Tumorzellen Peptid-Epitope frei, die vom Im- 
munsystem als fremd erkannt werden konnen. Die da- 
durch ausgeloste Aktivierung des Immunsystems reicht 
bei Tumorpatienten nicht aus, urn den Tumor zu beseiti- 
25 gen, weil keine Costimulation erfolgt. Mit der hier bean- 
spruchten Vakzine wird eine effiziente, tumorspezifi- 
sche Immunantwort, die auf der Aktivierung Muzinepi- 
top-spezifischer, zytotoxischer T-Zellen beruht und da- 
durch zur Verkieinerung bzw. zur Beseitigung des Tu- 
30 mors fiihrt, in Tumorpatienten ausgelost, EBV immorta- 
iisierte B-Zellen exprimieren, im Gegensatz zu Tumor- 
zellen, die fiir eine optimale T-Zellaktivierung notwen- 
digen kostimulierenden Molekule, wie z. B. B7.1 und 
B7.2 sowie ICAMl und LFA3. Daruber hinaus produzie- 
35 ren sie Interleukin-12 und haben einen Adjuvant-Effekt 
Werden EBV immortalisierte B-Zellen mit MUCl (22 
[Copien der 'Tamdem repeat"-Sequenz von MUCl klo- 
niert in den Plasmldvektor pRep4) transfiziert und mit 
dem Glykosylierungsinhibator Phenyl-GalNac behan- 
40 delt, exprimieren diese die tumorassoziierten Epitope. 
Die auf diesem Wege erreichte Combination von Be- 
reitsteliung von kostimulierenden Molekiilen und einer 
geniigenden Anzahl von tumorassoziierten Epitopen 
fiihrt in vivo zu einem Anstieg der Muzinepitopspezifi- 
45 schen T-Zellen, die fiir eine TumorabstoBung erforder- 
lich sind. Die Vakzine ist fur die Therapie bei Patienten 
mit Muzin (MUCl) exprimierenden Tumoren einsetz- 
bar. Die Anwendung dieser Vakzine kann ebenfalls bei 
Gesunden zur Vorbeugung eines Muzin (MUCl) expri- 
50 mierenden Tumors erfolgen. Der besondere Vorteil der 
erfindungsgemaflen Vakzine gegeniiber bisher vervven- 
deten zellularen Vakzinen besteht darin, daB keine Tu- 
morzellen eingesetzt werden, sondern nur ein kJar defi- 
niertes Antigen. 

Die Erkennung dieser Muzin-Peptid-Epitope durch 
zytotoxische T-Zellen folgt nicht der bekannten klassi- 
schen Weg der Erkennung von kurzen Peptid-Epitopen 
in Verbindung mit dem HLA-Komplex. Die Muzin-Pep- 
tid-Epitope werden ohne "Hilfe" des HLA-Komplexes 
von den T-Zellen erkannt. Diese Besonderheit bei der 
Erkennung der tumorassoziierten Muzin-Epitope er- 
kJart sich aus der oben genannten besonderen 'Tandem 
repeat'^-Struktur des Molekiils sowie der hohen Dichte 
des Antigens auf der prasentierenden Zelle. Die mehrfa- 
che Wiederholung des immunogenen Peptid-Epitop- 
Motivs fiihrt zu einer Aktivierung der T-Zellen durch 
ein "Crosslinking" der T-Zell-Rezeptoren, ohne daB der 
HLA-Komplex beteiligt sein muB. Das ermoglicht den 



Einsatz der Vakzine, die die entspreche^B ^^fc-Epi- 
tope enthalt, bei jedem Patienten, unabh^^^P vom 

HLA-Typ. Das bedeutet 

nen, die nur bei Patienten mit dem jeweiiigen fur die 
Prasentation des Epitopes passenden HLA-Typ verab- 5 
reiciit werden konnen. 

Die Vertv'endung des Gens fiir Muzin bzw, von 
15 — 30 'Tandem repeats" in der Vakzine ermogiicht die 
Expression einer hohen Anzahl der Epitope und somit 
ihr Funktionieren auf dem Prinzip des "Crosslinkings" 10 
derT-Zell-Rezeptoren. 

Die mil pRep4/MUCl transfizierten Zellen werden 
mit dem Glykolysierungsinhibitor Phenyl-N-Acetyi- 
a-D-Galactosaminide fiir 24 bis 48 Stunden behandelt, 
damit die immunogenen, tumorassoziierten Muzin-Epi- 15 
tope exprimiert werden. Die Expression kann durch ei- 
ne FACS-Analyse mittels Muzin-Epitopspezifischer An- 
tikorper ilberpruft werden. Die so hergestellten Zeiien 
werden besirahlt (mindesiens mit 10 000 rad). Auch 
nach Bestrahlung (bis zu 20 000 rad) exprimieren die 20 
Zellen die relevanten Epitope. 

Bevorzugt ist die Behandlung von Mamma-, Pankre- 
as-, Ovariai-, Colon-, Parotis- und Lungentumoren. Die 
Behandlung erfolgt gewohnlich mittels subkutaner Ap- 
plikation der Vakzine in einer Konzeniration von 5 x 25 
10^ Zellen im Absiand von 3 Wochen bei einer Gesamt- 
behandlungszeit von 4 Monaten. 

Gegensiand der Erfindung ist auch der Vektor zur 
Transfektion der EBV-immortalisienen B-Zeilen, der 
aus folgenden wesentlichen Bestandteilen besteht: 
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- Promoter RSV-LTR fur Muzin (MUCl)-Genab- 
schnitte 

— Hygromycia-Resistenzgen unter dem Promotor 
TK 



- EBNA-t-Gen 

— Abschnittedes MUCl-Gens 

(vgl. Abb. 1). 

Die Erfindung sol] nachstehend durch ein Ausfiih- 40 
rungsbeispiel naher erlautert werden. 

Ausfuhrungsbeispiel 

Herstellung und Verwendung der Vakzine 45 

Aus humanem peripherem Slut werden L>Tnphozy- 
ten per Ficoll-Gradienten-Zenirifugation gewonnen. 
Die B-Lymphozyren werden mittels EBV, produziert 
von einer Zeilinie {2. B. B-95 oder MCU-Vo), immortaii- 50 
siert. In die so entstandenen EBV immortalisierten 
B-Zellen wird das Plasmid pRep4/MUCl (das 22 Ko- 
pien der 'Tandem repeai"-Sequenz von MUCl enthalt, 
s. Abb. I und 2) per Elektroporation transfiziert. Das 
Plasmid besitzt das Hygromycin-Resistenzgen, so daB 55 
die transfizierten Zellen in HygromycLn-haltigem Medi- 
um selektiert werden. Die MUCl-Expression wird mit- 
tels Western-Blot- Verfahren sowie FACS-Analyse mit- 
tels monokionaier Muzin-Antikorper Uberpriift In das 
Kulturmedium der transfizierten Zeiien wird Phenyl- 50 
N-Acetyl-a-D-Galactosaminide (Konzentration: 5 mM ) 
fur 36 Stunden gegeben. Die Zellen werden sofort nach 
Ablauf dieser Zeit bestrahJt(10 000 rad). Die Expression 
der durch den Glykosylierungsinhibitor erzeugren, tu- 
m.orassoziienen immunogenen Muzin-Peptid- Epitope 65 
halt nun fur 24 Stunden an (Oberprufung mittels mono- 
kionaier Muzin-Peptid-Antikorper in FACS-AnaJyse). 
In dieser Zeit wird die Vakzine ( = bestrahJte, humane 



autcloge EBV immortalisierte B^Z^^ransfiziert mit 
MUCI und mit Phenyl-N-Acetyl-a^^^lactosaminide 

behandelt) appliziert (subkutane Injektion). 

Patentanspriiche 

1. Vakzine gegen humane Tumorerkrankungen, be- 
stehend aus bestrahlten humanen autologen EBV- 
immortaiisierten B-Zellen. die mit Abschnitten des 
humanen Muzin-Gens MUCl mittels eines 
MUCl-Genabschnitte enthaltenden Vektors trans- 
fiziert sind und die durch Behandlung mit einem 
Glykosylierungsinhibitor tumorassoziierte Epitope 
exprimieren. 

2. Vakzine nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Abschnitte des humanen Muzin-Gens 
MUCl mit dem Vektor pRep4 mit folgenden we- 
sentlichen Bestandteilen 

- Promotor RSV-LTR fiir Muzin 
(MUCl)-Genabschnitte 

- Hygromycin-Resistenzgen unter dem Pro- 
motor TK 

- EBNA-l-Gen 

- Abschnittedes MUCl-Gens 
gemaBAbb. 1 transfiziert worden sind. 

3. Vakzine nach Anspruch 1-2, dadurch gekenn- 
zeichnet, da3 die Abschnitte des MUCl-Gens im 
Vektor 15 — 30 'Tandem Nukleotidrepeats" enthal- 
ten, wobei ein repeat die Nukleotid-Sequenz ge- 
maC Abb. 2 aufweist. 

4. Vakzine nach Anspruch 1—3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl die Abschnitte des MUCl-Gens im 
Vektor 22 'Tandem .Mukieotidrepeats" enthalten. 

5. Vakzine nach Anspruch 1—4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Glykosylierungsinhibitor Phenyl- 
N-Acetyl-a-D-Galactosaminide eingesetzt wird. 

6. Vakzine nach Anspruch 1—5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Transfektion durch Elektropora- 
tion erfolgt. 

7. Vakzine nach Anspruch 1 —6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB eine letale Bestrahlung mit minde- 
stens 10 OCO rad erfolgt. 

8. Verfahren zur Herstellung der Vakzine nach An- 
spruch 1 —7, dadurch gekennzeichnet, daB aus hu- 
manem peripheren Blut B-Lymphozyten mittels 
EBV, produziert von einer Zeilinie, immortaiisiert 
werden, diese autologen EBV-immortalisierten 
B-L>Tripho2yten bzw. spontan wachsende B-Zellen 
des peripheren Blutes des Probanden mit dem Vek- 
tor gem^B Abb. 1 per Elektroporation transfiziert 
werden, die erhaltenen transfizierten Zellen im 
Kulturmedium 24-48 Stunden mit 5 mM des Gly- 
kosylierungsinhibitors behandelt werden und an- 
schlieBend mit mindestens 10 000 rad bestrahlt 
werden. 

9. Verwendung der Vakzine nach .Anspruch t — 7 
zur Behandlung von Muzin exprimierenden Tumo- 
ren, wie z. B. Mamma-, Pankreas-, Ovariai-, Colon-, 
Parotis- und Lungentumoren, 
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M£TMOO A [y..,dv X-.^-lCH - C>^)C(r 03711 

Soc-NH~CH-CHO * M.,S,CHC-CHP(C.HJ, . 



Boc-NH~CH- CO.Me 
R 



H 



e OC —NH — CH- C^C — C = C- SiM* ^'Yd^ob or.non 

^ Y biM«, ^ Boc-NH-CH-CH=CH-CH 



CO,H 
R 



METHOD a fY).M.,.c*^;c X-.^^-fCH -CHj Yy^ (,391) 

^CH,CO,Me h CH,CO,Me 

C = C c=c 

HO,C-CHR^ 'h Boc-NH-CHR^ \ 



H CHRCO.M. H ^CHRCO.H 

Boc-NH-CHR-^ Boc-NH-CHR^ 

Scheme 1. Synthesis of HCII=Cnl ps eudod ipept ides . 

terminal am.des. On the other hand, an "interior-modified" pGlu- 
Phenci(=Cll]Phe-Gly-Leu-Met-Nli2 substance P hexopeptide analog was 
found to be equipotent to the parent structure [116]. An ACE inhib- 
itor containing a .^01=01] linkage, D z- Phej, [ trans-Ci!=CM] Gl y- P ro , was 
moderately effective, although several orders of magnitude less so 
t-hnn the corrcspo„diny ^.(COCII^J analog [^CJ, 

C. g.CCH^S]. ^.[CH^SO], .|,[CIICH^S] 

■'■I'C HCII^SJ .midc bond replacement is a versatile and resistant rc- 
Pl^^cement that is accessible by several synthetic routes, due to th 
incorporation of a highly nucleophilic sulfur atom. While the in- 
creased flexibility of a single bond in place of the quasiplanar 
annide bond ,nust be considered, the lipophilic character of this 
replacement could offer counteracting advantages, again contingent 
on re(|uircments for the modified peptide. 
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